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論 文 内 容 要 旨
大豆 タンパ ク質の タンパ ク質分解酵 素に よる分解 は,以 下の よ うな観点か ら,非
常に興味の持 たれ ることであ る。 まず,食 品素材 としての機能特 性の改善 の手段 と
して である。 また、伝統 的な味増 ・納 豆な どの発酵 食品は,発 酵過程 の重要 な部分
として タンパ ク質の酵素 分解 を含んでい る。 さらに、食品 と して摂取 した場 合の消
化性 も重要 であ る。
しか し,こ れ まで,こ の タンパ ク質の被分 解性 を支配 している基質側の要 因や,
酵素処理 に よって得 られ た機 能特性 の変化が、 どの よ うな基質側の要因に基づ いて
いるか につ い ては,ほ とん ど議論 されてい なか った。 これ らの議論の なされて いな
い背景 としては,被 分 解性 に及ぼす,基 質側 の高次構 造的要因の影響や,酵 素処理
に よって生 ずる タンパ ク質分 子の高次構 造変化につ いての知識がほ とん どない こと
が考 え られ る。
例 えば,酵 素 に よる分 解産物 は,必 ず しも単純 に,小 さなペプチ ドへ 低分 子化 さ
れて いるだけ とは限 らず,分 解 産物 の機能特性 には,高 分 子区分 の寄与 を,か な り
考 えなけれ ばな らない。 そ して,こ の ような高分 子区分は,必 ず,何 らかの高次構
造 を持 ってお り,こ れがその タンパ ク質の物性 のか な りの部分 を支配 してい ると考
えられ,こ れ を明 らかにす ることは重要 であ ると思 われ る。
本研究 では,大 豆 タンパ ク質の高次構造 と酵素処理 の関連 を中心 に検 討 し,高 次
構造 と物性 との関連 について,乳 化 を例 に と り考察 した。
第 一 章 大 豆 グ リシ ニ ン の 消 化 中 間 体(グ リ シ ニ ン ーT)
試料 と して,大 豆 タンパ ク質の主 成分の1つ で ある グ リシニ ン(11Sグロブ リ
ン),酵素 として トリプシ ンを用いて,そ の未 変性状 態での被分 解性 を検討 した。
分解 の経時変化 を,pHス タ ッ トで追跡 した結果,反 応速 度定数 の大 き く異な る2
っの反応(fastreaction,slowreaction)が,同時 に進行 してい るものであ った
(Fig.1)。この よ うな反応形式 をとる原因については,以 下 のよ うなこ とが考 え ら
れ る。
まず,グ リシニ ンの表面 にある分解 されやす いペ プチ ド結合が切断 される。 これ
が,fastreactionであ る。続 いて,高 次構造 の変 化が起 こ り,新 たな切断点が表面
に表 われて くるが,こ の変化が遅 いため,以 後の反応が,こ の高次構造変化 に律速
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され て遅 くなって しまうもの と考え られ る(slow「eaction)。
この ような反応形式か ら,fastreactionが終 了後,slowreactionによ っ て ま
だ分解 されて いない消化 中間体 が存在す るこ とが予想 され た。 さらに,slowreac-
tionは,イオ ン強度 を高め るこ とに よ り,極 度に遅 くな り,一 部 のペ プチ ド結 合の
みが限定分 解 され た消化 中間体 が,長時 間安定 して存続す ることが明 らか となった。
そ こで,こ の消化 中間体(グ リシニ ンーT)の分 離 を試みた。
グ リシニ ンーTは,低 イオン強度の条件下 では不安 定で,解 離 して しま うが,常
に高 イオン強度に保つ と安定 であ り,ゲ ル濾過で簡単に分 離で きた(Fig.2)。
分 離 した グ リシニ ンーTの サ ブユニ ッ ト構造 を調べ るため,尿素 系のゲル濾:過や,
イオ ン交換 クロマ トグラフィー を用 いて,グ リシニ ンのサ ブユ ニ ッ ト(酸性サ ブユ
ニ ッ ト・塩 基性 サブユニ ッ トお よび両者がS-S結 合で結 合 した中間サブユニ ッ ト)
が酵素 に よって切 断 された フラグ メン トを分 画 し,SDS電 気泳動 を用いて分 析 し
た(Fig.3)。その結果,以 下 の ことが明 らか となった。
1)切 断 されてい るのは,酸 性サ ブユ ニ ッ ト(分子量35,000)のみで,分 子量13,500
と16,000のTフラグメン トと,分 子量9,600のPフラグメン トとになる。
2)酸 性サ ブユニ ッ トと塩 基性 サブユニ ッ トが,S-S結 合 で結合 した構造 である
中間サ ブユニ ッ ト(IS)は切 断 され,塩 基性サ ブユ ニ ッ トとTフ ラ グメン トが結
合 したISTに なる。
3)Pフ ラ グメン トは,他 のフ ラグメン トとS-S結 合では結 合 していない。
4)各 フラ グメン トは,二 次結 合で,未 分解 リ グ リシニ ンと同様 の立体構 造や 四次
構造 を保 ってい る。
5)T,IST,Pと も,最 終 的に2種 が分離 されたが,未 分解 のISが 本来3種
存在す るこ とや,電 気泳動の結果 よ り,3種 ずつ 存在す るもの と思 われた。 そ し
て,分 離 され た2つ の うち,一 方 に2成 分 が含 まれてい る もの と思われた。
6)ISTに は,最 終的 に分離 されたIST-3,4の 他 に,一 時的 な中間体 とし
てIST-1,2が あ り,そ の分解 経路 はFig.4のようであ った。
第 二 章 分 解 に 及 ぼ す イ オ ン 強 度 と 高 次 構 造 の 影 響
前章 で,.グリシニンーTの 安定性 に イオン強度が,強 く影響す るこ とが 明 らか と,な
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ったので,次 に分解 速度に及ぼす イオ ン強度の影響 を調べ 々・pHスタ ッ トによる分
解 曲線 をfastreactionとslowreactionに分けて解析 した結果,グ リシニンの分解
反応 は主 に3種 の反応か ら成 り立 ってお り,そ の うちの1つ が イオン強度の増大に
従 って消滅す るこ とが明 らか となった。 これ を図示す るとFig.5のようにな る。
す なわち,列 シニ ン(G)ぼ トリプシ ンによ 扮 燃 れグ リシ三ンーT(G-
T)となる。次 に,G二Tは 高坂構造変化 を起 こ し,G一 杢やG一¥と な り,ペ プチ
ドへ と分解 され る。 これ ら3つ の反応り うち,速 度の速 い高次構 造変化 を含 む反応
は,イ オン強度 が増大す ると消滅す る。
以上の モデルには,高 次構 造変化が酵素分解 の律速段 階 となってい るとい う仮 説
が含 まれ ていう。 そ こで これ を解 明す るため,UV差 スペ ク トル,.CD,旋 光度
を用 いて検討 した結果,疎 水部 の露出(Fig.6)および;β 構造 の経 時的崩壊 が起 き
て いた。この高茨構造変化 の速度 は,pHス タッ トに よって測定 した分解 速度 と,ぽ
ぼ同程度 であ り,上 の仮 説 を裏づ けた。 しか し;ゲ ル濾過分析 の結果,こ の間,四
次構 造の大 きな崩壊 は起 きていない ことが明 らか となった。
第 三 章 酵 素 の 違 い に よ る グ り シ ニ ン の 被 分 解 性 の 差
と,β 一 コ ン グ りシ ニ ン の 被 分 解 性
これ までの章 では,酵 素 として トリプシン を用 いてきた。 ここでは,キ モ トリプ
シン,ナ ガラーゼ,「フ ィシシ;パ パ インについて検 討 した。これ らによ る分解バ ター
ンは,ト リプ シンの場合 と類似 してお り,差が見 られ るの は分解 の進展度のみ であっ
た。 この結 果 よ り,分 解パ ター ンを決定 しているのは酵素の基質特異性 では な く,
基質 であ るグ リシニ ンの高次構造 であるこ とが明 らーか となった。 ・
一方,大豆 タンパ ク質の主成分 は グ リシニ ンのみではな く,約半分 をβ一コングリ
シニンが 占め七 い る。
そ こで,こ の成分 たついて も分解 を検 討 した。 その結果,や は り分解に よって消
化 中間体 を形 成 したが,分 解パ ター ンは グ リシニ ン程 単純 では な く,多 数 の フラグ
メントが生逸 ・
、勲 ・郡 中騨 季非常咳 定で グ　%ン と螺 なり淵 後
の分解 に著 し く掻抗 しだ。 まだ,そ の分 餌反応は,イ オ シ強度の影響 をあ ま り受 け
ない とい う点 で も異な って いた。
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第 四 章 尿 素 変 性 グ リシ ニ ン の 分 解
これ までの章 では,未 変性 の グ リシニ ンの分解 につ いて検討 して きた。 しか し,、
実際 には大豆 タンパ ク質 は変性 させ てか ら用い られ,一 般 には加 熱で あるが,こ れ
は複雑 な副反応 を起ζ した り・濁 りを生成す るため・分拳 学的測定が不可能 となる・
そこで,変性 のモデル系 として,単純 なunfoldingを主 とし,分光 学的測定の可能 な
尿素処理 で変性 させ た グリシニンの分解 にっ いて検 討 した。
尿素 で変性 させ た グリシニン を透析 に よって脱尿素 し,ト リプ シンに よって分解
した(Fig.7)。pHスタ ッ トに よる測定 に よると,分 解 の初速 度は尿素 濃度の増大
に従 って速 くなったが,さ らに変性 度 を増す と再 び低下 した。この時の高次構 造 を,
ORD,CD,UV差 スペ ク トルで検討 した結果,い ずれの変性 度の場 合 も,二 次
構 造や疎 水領域の状 態に大差 は な く,未 変性 の もの と も,あ ま り変 わ らなか った
(Fig.8)。す なわち,変性 す るこ とに よる消化性の改善 は,単 純 にunfoldしたため
とは考 えられず,何 らかの別の高次構造変化が 原因ではないか と考 えられた。
一方,強 い変性 での消化性 の低下につ いては,分 解産物 を電 気泳動 等で比較 す る
ことに よ り,以 下の ように考 えられた。す なわち,強 い変性処理 を行 うと,変1生剤
を除 いた後に起 こる構造 のrefoldがよ り「多 く起 こ り,中 途 半端 な変性 はか え って
refoldしに くいのではないか と考 えられた。
また,イ オン強度 の低 い状 態で分解 す る と,全 般 に良 く分解 され,未 変性 の場 合
で もかな り分解 され るこ とが明 らか となった。
第 五 章 酵 素 分 解 物 の 乳 化 性
これ までの章 で,基 礎的 な実験 としての未変1生の大豆 タンパ ク質の分解 パ ター ン
と,こ れに及ぼす種 々の条件 の影響 を検 討 し,さ らに,変 性処理が分解 に及ぼす影
響 を明 らか に して きた。 これ らに よって得 られた知 見を基 に して,機 能特性 の実験
を行 えば,酵 素分解 と機能特性 の改善 との関連 をよ り有効に明 らか にす るこ とがで
きる と思 われる。 そこで,乳 化性 を例 に と り検討 した。
未変性 グ リシニン,加 熱変性 グ リシニ ンを トリプ シンで分解 した後,分 解物 を分
子量 と溶解性 によ り,5っ の画分 に分 けた(Fig.9)。'これ らの画分 の うち,高 分 子
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量の成分 は,未 分解の もの よ.りは るかに優れた乳化安定性 を示 した(Fig.10)。こ
の安定性 は,通 常乳 化性 が落 ちる と言わ れ てい る この タ ンパ ク質 の等 電点 付近
(pH4～6)にお いて最 も高 か った。
この結 果,、大豆 タンパ ク質の酵素分解物,特 に分解 をコン トロー ル して得 られた
高分 子の限定分 解物は,有 効 な乳化剤 とな り得 る と考 えられ,特 に食品に 多い微酸
性領域 で有効 で ある と考 えられ た。
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審 査 結 果 の 要 旨
わが国には伝統的な大豆発酵 食品が多い。 しか し,こ れ まで,こ の タンパク質の被分解性 を支配 し
ている基質側の要因や 酒 孝素処理 によって得 られ る機能特牲 の変化が,ど の ような基質側の要因に基
いてい るかについては殆 ど研究 されなかった。そこで大豆 タンパ ク質 の高次構造 と酵素処理 との関連
を追求 した ものである。
試料 として大豆 グ リシニ ン,酵 素 として トリプシンを用い,分 解反応 の経時変化をpHス タ ットで
追跡 した結果,反 応速度定数の大 きく異 なる2つ の反応力㍉ 同時に進行 していることが明 らかに され
た。このような反応形式か ら,最 初の速い反応 の終 了後,次 の反応に よってまだ分 解されない消化 中
間体 の存在が予想 された 。
この分離確 認を試みたが,低 イナン強度 では 不安定 で,解 離 して しま うが,常 に高イ オン強度に保
つ と安定であ ることを見出 し,ゲ ル濾過法で分離す ることに成 功 した。
続いてこの消化中間体のサブユ ニット構造を明 らかに した。
次に分 解速度 に及ぼすイ オン強度の影響を調べた。pHス タ ットに よる分解 曲線を2つ に分けて解
析 した結果,グ リシニンの分解反応 は主に3種 の反応 からな っているほかそのうちの1つ がイ オン強
度の増大に従 って消滅する ことが明 らか にされた。
分解酵素 として トリプシ ン以外 に,キ モ トリプシン,ナ ガ ラーゼ,フ イ シン,パ パイ ン等 について
も検討 したが,こ れ らに よる分解 パター ンは,ト リプシ ンの場合 と類似 してお り,差 がみ られるのは
分解 の進展度 だけであった。
以上 のような新 知見は何れ も未変性 のグ リシニンの分解 につ いてであったので,次 に尿素で変性 さ
せた ものについて検討 した。透析に よって尿素を除 ぎ,分 解 を行 った。 この結果,分 解の初速度は尿
素の濃度の増大に従 って速 くなったが,さ らに変性度を増す と再び低下 した。 この時 の高次 構造を,
ORD,GD,UVス ペ ク トルで検討 した結果,い ずれの変性度 の場合 も,二 次構造や疎水領域 の状態
には大差 な く,未 変性の ものと も,余 り変 らなか った 。すなわ ち,変 性することによる消化性の改善
は,単 純なunfo亙dしたためとは考 え られず,何 らか の高次構造変化が原 因ではないか と云 う解釈 に
到達 した 。
以上の ような本研究は農産 利用学,食 品化学に新知見を加えたばか りでな く,大 豆醸造工業,新 タ
ンパク食品工業に も有益な基礎 となる もので,学 位を授与 するに十分な資格 がある ものと審査員一 同
は認定 した。
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